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Some aspects of the ontogenetic development of Melanophryniscus 
stelzneri from in-vitro fecundation to metamorphosis are described, 
emphasizing the larval development. Unfertilized egg diameter varies from 
1400 to 1600 um, eggs are arranged in clusters, and sy gar is 
polarized. The animal hemisphere is brown and the vegetative hemisphere 
is light yellow or white. The eclosion takes place in stage 21 at 23 + 1°C. 
The embryos and exotrophic larvae are hazel brown pigmented. No evi- 
dence of Bidder’s organ is found in any larval, postmetamorphic, juvenile, 
preadult or adult stage. 


INTRODUCCIÓN 


FERNÁNDEZ (1927) efectuó las primeras observaciones del desarrollo embrionario de 
Melanophryniscus stelzneri (Weyenbergh, 1875) proveniente de una población de las Sierras 
de Córdoba. Hizo referencia a la pigmentación castaña que presentaban los huevos y 
embriones, sin describir el individuo completo ni la larva. BOKERMANN (1967) y STARRETT 
(1967) describieron la larva de M. moreirae. PRIGIONI & LANGONE (1990) realizaron la 
descripción de la larva de M. orezasmirandai, señalando las diferencias y similitudes externas 
más conspicuas con las larvas de M. stelzneri montevidensis y M.s. stelzneri sobre la base de las 
descritas por GARRIDO (1989) y FERNÁNDEZ (1927), respectivamente. PRIGIONI & LANGONE 
(1990) manifestaron que las descripciones se realizaron de manera incompleta debido a que 
no disponían de suficiente información en el caso de M s. stelzneri. ECHEVERRÍA (1992) aportó 
evidencias acerca de la microanatomía bucal de la larva de M. stelzneri y coincidió con 
FERNÁNDEZ (1927) en la fórmula dentaria de M. stelzneri. LANGONE (1994) expresó que 
algunas subespecies de M stelzneri han sido consideradas especies plenas: es el caso, por 
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ejemplo, de M. stelzner: de las Sierras de Córdoba y de San Luis en Argentina y de M. 
montevidensis, que está presente en Argentina, Uruguay y Brasil. 


El propósito de este trabajo es contribuir al conocimiento del desarrollo larval de M. 
stelzneri y aportar nueva información acerca del órgano de Bidder de dicha especie. 


MATERIAL Y MÉTODOS 


Se capturaron cuatro hembras adultas y dos machos de Melanophryniscus stelzneri de la 
localidad de El Trapiche (provincia de San Luis) para producir una inducción de la ovulación 
y fertilización in-vitro. La inducción de la ovulación se llevó a cabo con hipófisis no homóloga 
de un macho de Bufo arenarum procedente de la provincia de Buenos Aires (localidad de José 
C. Paz). Se utilizó una hipófisis de Bufo arenarum macerada en 5 ml de Holtfreter 0,1 N. A 
cada hembra de M. stelzneri se le inyectó en forma subcutánea 1 ml (0,5 ml por lado) en la 
región ventral del abdomen. Cada hembra fue alojada en un recipiente cuyo fondo se 
mantuvo húmedo. 


Para efectuar la fertilización se utilizaron los testículos de M. srelzneri. Cada testículo fue 
macerado en 10 ml de Holtfreter 0,1 N y, sin diluir, se puso en contacto con los oocitos. El 
tiempo de contacto para la inseminación fue de 10 minutos. 


El desarrollo se llevó a cabo en bandejas de plástico de 80 mm de profundidad, con 
abundante medio líquido. Durante las primeras 48 horas los huevos se desarrollaron en 
líquido de Holtfreter 0,1 N a una temperatura de 20°C. Luego, se cambió paulatinamente a 
agua mineral natural y los embriones continuaron su desarrollo a una temperatura ambiente 
de 23 += 1°C. Los estadios del desarrollo fueron identificados según la nomenclatura 
propuesta por GOsNER (1960). El cuidado de los embriones y la alimentación de las larvas se 
llevó a cabo según ECHEVERRÍA & FIORITO (1981). Los juveniles y adultos de M. stelzneri 
fueron alimentados con insectos vivos (Drosophila melanogaster), isópodos terrestres 
pequeños (adultos y/o crías de Armadillnum sp. y Porcellio sp.), y colémbolos. A los ejemplares 
adultos de M. stelzneri y de B. arenarum se les administraron además trozos de hígado de vaca 
fresco cada dos días. 


A efectos de realizar comparaciones de coloración y, en los casos que fuera necesario, 
verificar la presencia de la gónada y/o del órgano de Bidder, se contó con larvas (vivas y fijadas 
en formol 10%) de Bufo arenarum y de Melanophryniscus stelzneri en distintos estadios, 
capturadas en la naturaleza. Se efectuaron observaciones con microscopio estereoscópico 
in-vivo y en material fijado en formol 10 %, que ilustran la ontogénesis y la anatomía interna 
en la región abdominal. Se efectuaron observaciones con microscopio óptico de los cortes 
histológicos de las gónadas en larvas, juveniles y adultos. 


En busca de evidencias de la presencia del órgano de Bidder y del desarrollo de las 
gónadas, se analizaron 7 ejemplares durante la etapa larval y 12 juveniles y adultos. El 
material examinado es el siguiente: 5 ejemplares de M. stelzneri montevidensis de la colección 
del Laboratorio de Investigaciones Herpetológicas de la Universidad de Buenos Aires 
(LIHUBA 2039, 3 machos y 2 hembras, provenientes de la localidad de Sierra de La Ventana), 
y 7 ejemplares de M. stelzneri stelzneri de la colección del Laboratorio de Vertebrados de la 
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Fig 1.- (a) Dos oocitos de Melanophrymscus stelzneri sin fecundar, en la capsula (C) Escala: 2 mm 
(b) Dos embriones de M stelzneri en estadio 20. Escala: 2 mm. 
(c-d) Estadio 42 de M stelznera Escala 5 mm (c) Vista ventral. S onficio del espsráculo. (d) 
Vista dorsal 
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. 
ia 
Fig, 2 Vista dorsal y ventral de M stelzneri (a, c) y de Bufo arenarum (b, d) en estadio 44 Escala $ mm 
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Tab 1 - Registro de las cuatro hembras de M. s. stelzneri. LT largo total (mm), NOO: número de oocitos 
ovulados, TO. tipo de oocitos. E: oocitos ovulados y hallados en el exterior del cuerpo, O. oocitos 
retenidos en el ovisaco. 


Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (LVFCENUBA 
4, 6,8, 12, 16, 17 y 78, provenientes de las localıdades de El Trapiche y de Tanti), En 3 larvas 
(estadio 36, 42 y 45) se realizaron cortes histológicos transversales y longitudinales. 


Las técnicas llevadas a cabo para las observaciones en microscopio óptico son las 
utilizadas por ECHEVERRÍA (1988). Los cortes se realizaron a 7 um. En los juveniles y adultos 
se extrajo el opistonefros con la gónada y el cuerpo graso correspondientes al lado izquierdo. 
La coloración utilizada es hematoxilina-Masson. Se tomaron fotografías de los huevos, 
embriones, larvas y de la región urogenital de juveniles y adultos disecados, con microscopio 
estereoscópico. 


RESULTADOS 


La ovulación se produjo dentro de las 21 horas después de la inyección subcutánea de 
macerado de hipófisis de Bufo arenarum. La respuesta de las mismas se expresa en la tab. 1. 


Los oocitos recién liberados y sin fecundar se mantienen formando un racimo. Cada uno 
está rodeado por una sustancia gelatinosa. Los huevos con su cápsula gelatinosa individual se 
unen por medio de filamentos de adherencia que dificultan el manipuleo de los mismos. El 
diámetro medio de los oocitos recién ovulados y de los huevos oscila entre 1400 y 1600 um. 
Antes de la fecundación los oocitos presentan los hemisferios de diferente coloración. La 
pigmentación está polarizada: el hemisferio animal es de color castaño y el hemisferio 
vegetativo es de color blanco amarillento. En el polo animal la pigmentación es de color 
blanco amarillento rodeado de castaño (fig. la). La coloración castaña se mantiene en el 
hemisferio animal de los huevos fecundados y en los embriones de los primeros estadios de la 
etapa embrionaria (estadios 1 al 8). 


Los embriones presentan un color castaño claro, que es homogéneo desde el estadio de 
placa neural hasta el estadio de circulación branquial inclusive (13 al 20). 


La eclosión se produce aproximadamente a las 50 horas de la fecundación, cuando los 
embriones se hallan en el estadio 21. 


En el estadio 21 y 22 el color del cuerpo y de la musculatura del cola se mantiene castaño 
claro; las aletas dorsal y ventral de la cola son semitransparentes y carecen de la coloración 
castaña del resto del cuerpo (fig.1b). 
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Tab 2 - Registro de datos merísticos (mm) en una larva de M. s. stelzneri en estadio 34 y otra en estadio 44. 


Estadio 


Largo total 

Distancia rostro-espiraculo 
Distancia espiráculo-posterior 
Largo cuerpo 


Largo cola 

Altura músculos cola 
Altura aletas 

Altura máxima cuerpo 
Ancho máximo cuerpo 
Ancho cuerpo a nivel ojos 
Distancia naso-ocular 


El esbozo de miembros posteriores se evidencia en el estadio 25 con pequeñas protube- 
rancias blanquecinas. En los estadios 26 al 30, la región dorsal del esbozo del miembro 
posterior toma una coloración castaña homogénea, y la región ventral del mismo es blanque- 
cina. El cuerpo, los músculos caudales y el ins presentan una pigmentación homogénea de 
color castaño. Las aletas caudales son transparentes. 


En el estadio 34 el cuerpo de la larva es globoso, y los ojos y las narinas son dorsolate- 
rales. El ancho máximo está ubicado en el cuerpo. El hocico es redondeado en vista dorsal y 
lateral. El disco oral es triangular, de posición subterminal ventral y con una emarginación 
comisural. Las papilas orales son simples y cónicas; están localizadas únicamente en las 
regiones supra e infracomisurales, Presenta amplias brechas rostral y mental. Los orificios 
nasales son dorsales, de forma levemente oval, con el borde anterior dirigido hacia la línea 
media. El espiráculo, de posición ventrolateral, se halla sobre el lado izquierdo del cuerpo. La 
abertura del tubo espiracular está elevada. El tubo cloacal es mediano. La aleta caudal 
representa el 41,79 % de la longitud total. La aleta dorsal nace sobre el cuerpo. La aleta 
ventral surge a continuación del tubo cloacal. La región mediana de la aleta ventral presenta 
escaso pigmento; los extremos distal y proximal son transparentes, El margen posterior de la 
aleta caudal es redondeado (fig. 4). 


A medida que en el basipodio se diferencian los dedos de la mano o del pie, la región 
ventral del mismo y los extremos de los dedos permanecen incoloros. Los miembros anterio- 
res mantienen el mismo patrón de coloración que los miembros posteriores. La región ventral 
de los basipodios anterior y posterior y de los respectivos dedos (palma de la mano y del pie), 
se mantiene incolora hasta el estadio 46 inclusive (fig. 1c). 


Desde el estadio 28 al 30, la coloración dorsal del cuerpo se torna más oscura y la ventral 
blanquecina. Esta diferencia en la coloración se incrementa durante el clímax metamórfico 
(fig. 1d y 2). La longitud total de los juveniles que completaron la metamorfosis en el 
laboratorio alcanzó 0,8 mm. En las figuras 3, 4 y 5 se ilustran algunos estadios del desarrollo 
de M. stelzneri. 
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Fig. 3. Esquema de un oocito y de dos estadios del desarrollo larval en período prometamórfico de M. 
stelzneri. (A) Oocito si fecundar. (B) Embrión en estadio 20 (C) Embrión en estadio 21. Escala: 
2 mm. 


Fig 4. - Periodo premetamórfico de M. stelzneri. esquema del estadio 34, Vistas ventral (v), dorsal (d) y 
lateral izquierda (t), y detalle de membro posterior izquierdo (p). Escala. 2 mm. 


En la tabla 2 se registran los valores merísticos en una larva en estadio 34 y otra en estadio 
44. 


OBSERVACIONES DE LA ANATOMÍA INTERNA 


Los cortes histológicos efectuados en las larvas, juveniles y adultos revelaron la ausencia 
del órgano de Bidder o de su esbozo. Sólo se halló la presencia de la pregónada (fig. 6). 
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Fig. 5. Esquema de algunos estadios del desarrollo larval en climax metamórfico de M. stelzners: (A) 
estadio 42; (B) estadio 43; (C) estadio 45. Vista dorsal (d), ventral (v) y lateral izquierda (t); detalle 
de miembro anterior derecho en vista ventral (m); detalle de miembro posterior izquierdo en vista 
lateral interna (p). Escala: 2 mm. 


En ejemplares de estadio 42, el hígado se observa de color amarillo No se hallan vestigios 
del órgano de Bidder, ni de las gónadas. La pigmentación negra del hígado, característica de 
los adultos, se halló en los ejemplares en metamorfosis avanzada (estadios 45 y 46). 

En los machos adultos, el peritoneo que cubre los testículos puede observarse totalmente 
blanco, negro o combinado; los testículos pueden presentar forma oval o levemente esférica, 
destacándose sobre la región anterior de los riñones (fig. 7). 


DISCUSIÓN 


La coloración de los oocitos mo fecundados y de los huevos de Melanophryniscus 
stelznert es castaña en el hemisferio animal y amarillenta en el hemisferio vegetativo en las 
hembras adultas provenientes de El Trapiche, de Tanti y de la Sierra de la Ventana. Esto no 
coincide con lo manifestado por FERNÁNDEZ (1927) quien mencionó que, en los ejemplares 
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Fig 6. Corte transversal a nivel urogenital anterior, en una larva de M. stelzneri en estadio 45, A: aorta 
dorsal; G: pregónada; P: vena pstcava; R: opistonefros. Escala. 240 ym. 


por ella estudiados, procedentes de Tanti, los huevos mostraron un color homogéneo marrón 
claro. Quizás esta diferencia esté en relación con el estado de maduración de los oocitos 
(Roca & ECHEVERRÍA, 1996). 


Los huevos examinados de M. stelzneri son 1,4 a 1,6 mm de diámetro. Esta variación 
podría depender de factores intrínsecos de cada hembra. Roca & ECHEVERRÍA (1996) halla- 
ron en M. stelzneri oocitos ovulables de 1,4 mm con la coloración polarizada, y MCDIARMID 
(1971) mencionó “huevos con el polo animal negro y el polo vegetativo claro”, de 1,2 mm de 
diámetro. Estos resultados no coinciden con FERNÁNDEZ (1927) quien mencionó 1 mm de 
diámetro y coloración homogénea para los oocitos recién puestos de M. stelzneri provenientes 
de una población de Tanti, Córdoba. 


A partir de las observaciones efectuadas en el laboratorio, en M. stelzneri he compro- 
bado que la eclosión se realiza en el estadio 21 a 23 + 1 °C. El desarrollo hasta la 
metamorfosis se realizó en 4 semanas. Es posible que en la naturaleza el lapso posterior a la 
eclosión se reduzca o se prolongue, según las condiciones ambientales del momento. Estas 
suelen ser muy drásticas y variadas durante el verano, desde octubre a febrero, época en que 
se reproduce M. stelzneri en San Luis y Córdoba. 


DeL CONTE & SILRIN (1951) y ECHEVERRÍA & FIORITO DE Lorez (1981) realizaron el 
desarrollo in-vitro de Bufo arenarum a 18 y 23 °C respectivamente, alcanzando la liberación de 
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Fig. 7.- Región urogenital de un ejemplar macho adulto de M stelzneri. E: cuerpo graso; R: opistonefros; 
T: testículo. Escala: 4 mm. 


la gelatina, en el estadio 17, en 76 horas a 18°C y la eclosión, en el estadio 18, a las 100 horas 
a 23°C. En Melanophryniscus stelzneri la eclosión se produjo a las 50 horas de la fecundación; 
por lo tanto se puede considerar que el período embrionario de M. stelzneri es corto, 
implicando una rápida velocidad inicial de desarrollo. Esta característica le permite el uso de 
recursos tales como cuerpos de agua temporarios, de escaso volumen y/o profundidad. 


En coincidencia con BuDGETT (1899; fide MCDIARMID, 1971), en M. stelzneri cada huevo 
está rodeado por una cápsula gelatinosa. Esto mismo ocurre en M. moreirae, en que los huevos 
se hallan rodeados por cápsulas gelatinosas individuales (BOKERMANN, 1967; STARRETT, 1967). 
Los huevos de M. stelzneri se unen unos a otros por medio de filamentos de adherencia. 


Las larvas exotróficas de M. stelzneri presentan un tipo ecomorfológico bentónico (en el 
sentido utilizado por ALTIG & JOHNSTON, 1989) que frecuentan ambientes lóticos tempora- 
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nos de escasa o nula corriente. LANGONE (1994) menciona las características distintivas de la 
larva de M montevidensis, coincidiendo con M. stelzneri, fundamentalmente, en la fórmula 
dentaria y en la posición del tubo cloacal. 


WrrscH1 (1933) y Davis (1936) expresan que el órgano de Bidder está mejor desarrollado 
en los juveniles que en los adultos de algunas especies de Bufo. ECHEVERRÍA (1990) observa la 
presencia del órgano de Bidder en las larvas, en los juveniles de ambos sexos y en los machos 
adultos de Bufo arenarum. 


En la diagnosis del género Melanophryniscus, GALLARDO (1961a-b) no menciona la 
presencia del órgano de Bidder; sin embargo, éste es incluido por MCDIARMID (1971: 41; 1972: 
20) y hace referencia a la “presencia del órgano de Bidder y del peritoneo testicular negro o no 
pigmentado”. DUELLMAN & TRUEB (1985) expresan que todas las larvas de los bufónidos 
presentan un órgano de Bidder, y que la presencia de éste es única entre ellos, aunque en 
algunos adultos de Dendrophryniscus puede faltar. WAKE (1980) señala que el órgano de 
Bidder está presente en los embriones de las especies de Nectophrynoides pero que no persiste 
en los adultos, y sugiere una tendencia evolutiva hacia la reorganización y pérdida secundaria 
del órgano de Bidder en esta línea de bufónidos. 


RoEssLER et al. (1990) consideran al órgano de Bidder como una extensión del ovario, 
afirmación con la cual no coincido, sobre la base de las observaciones efectuadas en Bufo 
arenarum (ECHEVERRÍA, 1990) y en otras especies del género Bufo (KING, 1908; TANIMURA & 
Twasawa, 1986), puesto que el órgano de Bidder se desarrolla en la larva antes de que la 
gónada se organice. 


En el caso de M. stelzneri he comprobado la ausencia del órgano de Bidder tanto en las 
larvas como en los juveniles y adultos de los ejemplares del Trapiche en las Sierras de San Luis 
y en los adultos de la Sierra de La Ventana. Por lo tanto, las afirmaciones de GRIFFITHS (1959; 
fide McDIArMID, 1971) con respecto a la presencia del órgano de Bidder en Melanophryniscus 
stelzneri quedarían descartadas. 


Con referencia a los órganos internos, cabe destacar que la pigmentación oscura del 
hígado, característica de los adultos, se halló en las larvas de estadios en avanzada metamor- 
fosis (estadios 45 y 46). La gónada permanece indiferenciada por lo menos hasta que la 
metamorfosis se completa. 


La coloración del peritoneo que cubre el testículo varía desde el color blanco al negro o 
presenta ambos colores. Esta variación puede depender de la edad y del estado de distensión 
del peritoneo debido al ciclo del testículo. 


M. stelzneri muestra características en la puesta y en el desarrollo que merecen ser 
destacadas: los huevos se organizan en racimos, en vez de disponerse en ristras como en Bufo, 
la cantidad de oocitos que constituyen una puesta es relativamente menor que en otros 
bufónidos, los oocitos ovulables y los huevos presentan pigmentación polarizada, la puesta es 
“intermitente” y cada pareja requiere varios días para completarla. Estas características, 
sumadas a la falta de órgano de Bidder, y a hallazgos como la presencia de alcaloides en la piel 
de M. stelzneri (GARRAFFO et al., 1993) y la tendencia en los adultos a alimentarse básica- 
mente de formicidos (FILIPELLO « CRESPO, 1994), me inducen a formular un interrogante: 
podrían ser éstas, suficientes evidencias para modificar la afinidad conocida entre los bufóni- 
dos (MCDIARMID, 1971; CANNATELLA, 1986) o con ellos ? 
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CONCLUSIONES 


Las hembras de M. stelzneri pueden ser inducidas a la ovulación utilizando macerado de 
hipófisis de macho adulto de Bufo arenarum, 


Los huevos presentan una pigmentación polarizada, castaña en el hemisferio animal y 
blanco amarillenta en el hemisferio vegetativo. El diámetro medio de los huevos ovulables 
varía de 1.400 a 1.600 um. La eclosión se realiza en el estadio 21 a 23 + 1°C, tardando 
aproximadamente 50 horas desde la fecundación. 


Los embriones y las larvas son de color castaño. 


El desarrollo hasta la metamorfosis se lleva a cabo, en las condiciones de laboratorio, en 
4 semanas. 


No se registró la presencia del órgano de Bidder en ningún estadio larval ni en los 
ejemplares postmetamórficos, juveniles, preadultos o adultos. De acuerdo con este estudio es 
posible concluir que la afinidad de M. stelzneri con los bufónidos podría quedar reducida. 


RESUMEN 


En este estudio se describe el desarrollo ontogenético de Melanophryniscus stelzneri, 
desde la fecundación 1n-vitro hasta la metamorfosis, con énfasis en el desarrollo larval. El 
diámetro de los huevos sin fecundar varía desde 1400 a 1600 um, se organizan en racimos y 
presentan una coloración polarizada. El hemisferio animal es castaño y el vegetativo es ocre 
o blanco amarillento. La eclosión se realiza en el estadio 21 (Gosner, 1960) a 23°C. Los 
embriones y las larvas exotróficas presentan un color castaño. No se registró la presencia del 
órgano de Bidder en ningún estadio larval nı en los ejemplares postmetamórficos, juveniles, 
preadultos o adultos, 
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